Shinki suiyosei chikanki fuka phthalimide yudotai PEG(E)-TC11 o mochiita hairisuku kotsuzuishu kokufuku ni kansuru kenkyu (shinsa hokoku) by アイダ, シュウジ et al.
あいだ  しゅうじ 
氏名        會田 宗司 
学 位 の 種 類  博士（薬学） 
学 位 記 番 号  博士甲第 4836号 
学位授与の日付  平成 30年 3月 23日 
学位授与の要件  学位規則第 4条第 1項該当 
学位論文題目   新規水溶性置換基付加 phthalimide誘導体 PEG(E)-TC11を用いた 
ハイリスク骨髄腫克服に関する研究 
論文審査委員  （主査）教授 服部 豊（医学博士） 
（副査）教授 木内 文之（薬学博士） 




【背景】 多発性骨髄腫 (multiple myeloma; MM)は B細胞の最終分化段階である形
質細胞の単クローン性異常増殖を特徴とする造血器腫瘍である。造血器腫瘍の中でMM
の占める割合は約 13%と言われており、悪性リンパ腫に次いで 2番目に患者数の多い





患者の Quality of Life (QoL)は著しく低下する。 
現在、MMに対する治療では、bortezomib, carfilzomib, ixazomib等のプロテアソー
ム阻害薬 (proteasome inhbitors; PIs)と thalidomide, lenalidomide, pomalidomide等










る Celebron (CRBN)との結合に寄与しない phthalimide構造をもとに構造展開および
スクリーニングを行い、TC11を見出した。TC11はハイリスク染色体異常を有するMM
細胞に対して in vitro, in vivoにおいて顕著に細胞増殖を抑制するだけでなく、破骨細
胞の分化や機能を抑制することから、MMの QoL低下の原因の一つである骨病変の改
善効果も期待される。そして、in vitro virus法を用いた検討により、TC11の結合タン
パク質として α-tubulinと nicleophosmin-1 (NPM1)が同定された。しかし、TC11は
水溶液に対する溶解性が低く (2 mg/100 mL Tris-HCl)、マウスに腹腔内投与を行った
際の最高血中濃度 (Cmax)が低く、血中濃度半減期 (t1/2)が短いという問題点があった。
そこで本研究では TC11の水溶性の低さを解決し、薬物動態を改善するために、水溶性

























TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11の細胞内薬物含有量をHPLCにより測定した。 
α-tubulin, NPM1に与える影響の検討 
TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11による α-tubulinの重合、脱重合への作用は、薬










を測定した。TC11は 100 mM Tris-HCl (pH 7.5) 100 mLに対しわずか 2 mgしか溶解




有さない 2種類のMM細胞株を、TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11で 48時間処理
したところ、いずれの細胞においても濃度依存的に細胞増殖が抑制されることが確認さ
れた。興味深いことにほとんどの細胞株において 3μMの PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11
は同濃度の TC11に比べより強く細胞増殖を抑制していた。 
次に PEG(E)-TC11がアポトーシスを誘導するかを検討するために flow cytometry
を用いた Annexin V陽性細胞の検出とWestern blotを用いた Poly (ADP-ribose) 
polymerase (PARP), Cleaved Caspase3の検出を行った。flow cytometryを用いたア
ポトーシス誘導の検討では、MM細胞株MUM24を TC11, PEG(E)-TC11で処理する
と、濃度及び時間依存的に Annexin V陽性細胞の割合の増加が確認された。Western 
blotを用いたアポトーシス誘導の検討においても、MM細胞株 KMS34を TC11, 
PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11で処理すると、濃度依存的に PARPの減少と Cleaved 
Caspase3の増加が確認された。 
PEG(E)-TC11の in vivoでの腫瘍増殖抑制効果を確認するために t(4;14), del17pハ
イリスク染色体異常陽性のMM細胞株 KMS11の ICR/SCIDマウス皮下 xenograftを





て核の凝集が観察されたのに加えて、免疫組織学的染色で Cleaved PARP, Cleaved 
Caspase3, ssDNAの増加が確認され、PEG(E)-TC11が生体条件下でもアポトーシスを
誘導していることが確認された。 
健常 ICRマウスを用いて 186 μM/kgBW の TC11, PEG(E)-TC11を単回腹腔内投与
時の血中濃度推移を測定した。PEG化により Cmaxは 2.6 μMから 24.4 μMと約 8倍増





いる。これまでに in vitro, in vivoで確認された PEG(E)-TC11のアポトーシス誘導作
用が細胞周期の調節によるものではないかと考え、flow cytometryを用いて細胞周期解
析を行った。MM細胞株の KMS34, MUM24を、TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11





これまでに in vitroの系で PEG(E)-TC11が TC11と比べてより強く増殖抑制および
G2/M細胞周期停止を示す理由を解明するため、PEG化により細胞内への取り込みが
増加しているのではないかと考え、細胞内薬物量を HPLCにより測定した。しかし、
KMS34を 100 μMの TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11で 1時間あるいは 3時間処
理後の細胞内薬物量は脂溶性の高い TC11がもっとも高いことがわかった。 
次に、PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11が強い増殖抑制作用を示すのは結合タンパク質
である α-tubulin, NPM1に対し強く影響を与えるためではないかと考え、Western blot
により tubulinとNPM1の発現を確認した。MM細胞株KMS34をTC11, PEG(E)-TC11, 




亢進するのではないかと考え、中心体複製に関与する Ser4, Thr95, Thr199のリン酸化
をWestern blot法により確認した。MM細胞株の KMS34において、PEG(E)-TC11, 
HOEtO-TC11はTC11よりもより顕著にNPM1のリン酸化を亢進することが確認され
た。 
一方、現在臨床で用いられている IMiDsは、その glutarimide環が CRBNと結合す
ることで催奇形性を誘発することが知られている。そこで、PEG(E)-TC11が CRBNに
結合しないことを確認するために、BIACOREを用いて化合物-タンパク質相互作用の
解析を行った。その結果、thalidomide, lenalidomideは1, 2, 10 μMと濃度依存にCRBN
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